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摘 要： 以在云贵高原上所种植的青苹果为研究对象，从其自然发酵醪中分离得到 10株菌种。通过产气能力、
耐性试验、产酒精试验三级筛选得到 1株适合苹果白兰地发酵的酵母菌，命名为 GN-1。结果表明，该酵母菌可耐
受 16 %vol乙醇，可耐糖浓度为 750 g/L，发酵初始糖度为 14 莓Bx，发酵液的酒精度为 8.3 %vol；该酵母菌发酵性能的
试验结果显示，其最适生长温度为 34℃，最适生长 pH值为 4.0～6.0。
关键词： 苹果白兰地； 酵母菌； 筛选
中图分类号：TS262.38；TS261.1；TS261.4；Q93-3 文献标识码：A 文章编号：1001－9286（2013）06－0014－04

Screening of Yeast Strains for the Fermentation
of Apple Brandy and Study of Its Properties

HOU Geni and WU Tianxiang
(School of Life Sciences, Guizhou University, Guiyang, Guizhou 550025, China)

Abstract: 10 strains were isolated from naturally fermented apple pulp (green apple planted in Yunnan-Guizhou plateau). Then through gas pro-
duction capacity, tolerance test, and alcohol-producing three-level test, a yeast strain GN-1 suitable for the fermentation of apple brandy was fi-
nally screened out. Such strain displayed good resistance to high concentration alcohol (as high as 16 %vol) and high sugar (750 g/L). The initial
sugar content at the beginning of the fermentation was 14莓BX and alcohol content of fermented apple pulp was 8.3 %vol. The experimental re-
sults revealed that the optimum growth temperature of GN-1 was at 34℃ and its best growth pH was 4.0～6.0.
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我国是世界上最大的苹果产地，年总产量 2200 万 t，
超过世界总产量的 1/3。从世界水果深加工的有关数据情

况来看，全球每年用于加工的苹果数量占总产量的 23 %
左右， 发达国家的苹果深加工量超过总产量的 50 %，甚

至达到 75 %，但我国用于深加工的苹果量仅占总产量的

12 %左右。 由于我国苹果品质普遍不高，作为直接食用

的鲜果在许多地区出现饱和， 低廉的苹果价格导致果农

卖果的困难日趋严重，直接损害了广大果农的经济利益，
在政府和经济两个层面上阻碍了苹果产业的可持续发

展。 因此，苹果深加工产业链的延长、提高苹果产业附加

值的瓶颈问题亟待解决[1，2]。
水果白兰地能预防感冒、心血管疾病、肺病，具有利

尿和滋补等作用。近年来，随着社会的发展和人们生活水

平的提高，国人的饮酒习惯也悄然发生改变，优质白兰地

逐渐成为消费热点。 苹果白兰地在国外已有较成熟的加

工工艺， 将水果加工成白兰地的产品方案本身就是最佳

的水果保藏方法之一，这个方案应受到足够的重视[2]。 然

而苹果汁的发酵过程是个复杂的变化体系， 涉及到许多

方面的影响因素， 优良的酵母菌种是酿酒的基础和关键

性因素[3]。 为了获得适合酿造苹果白兰地的酵母菌，使其

充分适应苹果的原料特点， 本试验从苹果自然发酵产物

中进行分离筛选，获得 1 株适宜苹果白兰地发酵的菌株，
并对其生长特性进行了初步研究。

1 材料与方法

1.1 材料
原料：云南昭通青苹果；
菌株分离培养基：麦芽汁培养基；
菌株筛选培养基（YPD 液体培养基）：葡萄糖 20 g，

酵母膏 10 g，蛋白胨 20 g，定溶于 1 L 水中，115 ℃灭菌

20 min。
1.2 试验方法
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1.2.1 菌株的分离

取苹果，经过清洗、破碎和打浆后，调整果浆糖度为

14 莓Bx，pH4.0，果胶酶添加量为 4 g/100 kg，于 25℃发酵

约 10 d。在自然发酵的前期、中期、后期、末期分别取发酵

后果汁的酵母液进行 10-1、10-2、10-3、10-4、10-5 共 5 个稀

释度稀释。 取 10-3、10-4、10-5 菌悬液分别涂布于麦芽汁琼

脂平皿上，25℃培养 3 d 后镜检， 标号并挑取分离好、典

型的酵母菌落于麦芽汁平皿上划线培养 3～4 次，直至镜

检单菌落为纯菌落为止[4]。
1.2.2 菌株的筛选

1.2.2.1 酵母菌产气、发酵气味及凝聚性测试

将经分离培养后的酵母菌按 5 %的量接种于 YPD
培养基中，用杜氏发酵管测定产气情况，并对酵母菌在发

酵气味和凝集性的性能进行初步筛选。 要求该菌株能在

48 h 内产气，发酵气味无酸败味且凝集性良好。以上实验

平行重复 3 次[3，5，6]。
1.2.2.2 酵母菌耐性试验

将一级筛选出待测酵母菌株接种于 YPD 液体培养

基中， 分别以不同浓度的葡萄糖 (500.0～750.0 g/L 共 5
个梯度)、乙醇(8.0 %vol～16.0 %vol 共 5 个梯度)、pH 值

(1.5～3.5 共 5 个梯度)以及不同温度(18～46℃共 5 个梯

度)处理 48 h，观察杜氏管中气泡情况。 以上试验平行重

复 3 次。
1.2.2.3 酵母菌产酒度试验

将 初 筛 后 表 现 较 好 的 酵 母 菌 按 5 %的 量 接 种 于

14 莓Bx，pH4.0 的 600 mL 苹果浆中， 于 25℃下发酵 7 d，
测各菌株发酵的发酵液中酒精的含量。 酒精度按 GB/T
15038—2006 葡萄酒、果酒通用试验方法进行测定。
1.2.3 酵母菌发酵性能研究

1.2.3.1 最适生长温度测定

将酵母菌接入麦芽汁中，分别在 18～37℃不同温度

下恒温培养 12 h， 于 660 nm 测定培养液 OD 值， 依据

OD 值大小确定其最适生长温度[6-7]。
1.2.3.2 最适生长 pH 值测定

将酵母菌接入不同 pH 值麦芽汁中， 于最适生长温

度下恒温培养 12 h， 再于 660 nm 测定培养液 OD 值，依

据 OD 值大小确定其最适生长 pH 值。
1.2.3.3 生长曲线测定

将酵母种子液以 2 %添加量接入麦芽汁中， 调整到

选育酵母的最适 pH 值。 在最适生长温度下以 120 r/min
于摇床上振荡培养，每隔 2 h 测定培养液于 660 nm 处的

OD 值，制作生长曲线。

2 结果与分析

2.1 酵母菌产气、发酵气味及凝聚性测试

通过 1.2.1 所述方法， 从麦芽汁培养平板上分离出

30 株菌株作为酵母菌筛选试验的出发菌株。 首先采用杜

氏管发酵法进行一级筛选，研究结果表明，在 30 株菌株

中，有部分菌株不发酵，筛选出在 48 h 内产气的 9 株菌

株，表明这 9 株菌起酵能力较强，其起发时间和发酵速度

等实验结果见表 1。

表 1 结果表明，有 3 株酵母起发时间在 10～15 h 之

间，4 株在 16～25 h 之间，2 株在 26～48 h 之间。 有 3 株

菌在 4 h 内产气充满杜氏管，3 株需 8 h，3 株需 12 h。 在

2 d 内还未产气的酵母菌，其发酵度一般不能满足白兰地

的酿造要求，筛选过程中应将其舍弃。 因此，保留表中这

9 株酵母菌作为出发菌株进行下一级筛选。
2.2 酵母菌耐性试验
2.2.1 酵母菌株的耐葡萄糖能力

将以上 9 株酵母菌分别做耐葡萄糖试验， 葡萄糖浓

度分别为 500 g/L、600 g/L、650 g/L、700 g/L、750 g/L。 筛

选结果见表 2。

由表 2 可以看出，9 株菌在 500 g/L 和 600 g/L 下均

生长良好， 在 650 g/L、700 g/L 浓度下均能生长；GN-1、
GN-2 和 GN-26 在 750 g/L 下也能生长， 而 GN-5、GN-
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13、GN-14、GN1-7、GN-28、GN-29 在 750 g/L 下生长较

差。
2.2.2 酵母菌株的耐酸能力

将以上 9 株酵母菌分别做耐 pH 值试验， 梯度分别

为 pH3.5、pH3.0、pH2.5、pH2.0 和 pH 1.5。 杜氏管发酵结

果见表 3。
表 3 结果表明，大部分酵母能广泛适应酸性环境。其

中 GN-1 耐酸性最好，在 10 h 内产气，且产气速率比较

快；GN-13、GN-14、GN-17 耐酸性较好， 均能在 12～17
h 内产气；而 GN-5 耐酸性差。
2.2.3 酵母菌株的耐乙醇能力

用以上 9 株酵母菌分别做耐乙醇试验， 乙醇浓度分

别为 8 %vol、10 %vol、12 %vol、14 %vol、16 %vol，实验结

果见表 4。
由表 4 可知，GN-1、GN-13、GN-14、GN-17 的耐酒

精能力好，均能耐受 8 %vol～16 %vol的乙醇，GN-26 在

5 个梯度下生长缓慢，耐乙醇能力一般，其余菌株耐乙醇

能力差。
2.2.4 酵母菌株的耐温能力

将以上 9 株酵母菌分别做耐温试验， 温度梯度分别

为 18℃、25℃、32℃、39℃、46℃，结果见表 5。
由表 5 可知，在 48 h 内，GN-5 和 GN-29 在 18℃下

不生长，所有菌株在 46℃下不生长。 GN-1、GN-2、GN-
13 和 GN-14 在 39℃下生长快速。
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综合耐性试验结果表明：9 株酵母的耐葡萄糖差异

不大；GN-1、GN-13、GN-14、GN-17 的 耐 酸 能 力 较 好，
产气起发时间快， 发酵速率快；GN-1、GN-13、GN-14、
GN-17 的耐酒精能力好， 均能耐受 8 %vol～16 %vol 乙

醇；GN-1、GN-13、GN-14、GN-17 均 能 耐 受 39 ℃的 高

温。 综合各个因素考虑， 选用 GN-1、GN-13、GN-14、
GN-17 继续做下一步试验。
2.3 酵母菌株的产酒精试验

将上述经耐受性试验的菌株进行综合筛选，GN-1、
GN-13、GN-14 和 GN-17 表现良好，分别用这 4 株菌按

5 %的 量 接 种 于 600 mL、14 莓Bx、pH4.0 的 苹 果 浆 中，于

25℃发酵 7 d，测各菌株发酵产物的酒精含量，结果见表

6。 表 6 结果表明，GN-1 产酒精度相对最高，因此，选择

GN-1 作为苹果白兰地的发酵菌株。

2.4 酵母菌生长特性
2.4.1 选育酵母最适生长温度

将 酵 母 菌 GN-1 接 入 自 然 pH 值 的 麦 芽 汁 培 养 基

中，在不同温度下培养，测定其生长温度曲线，结果见图

1。 由图 1 可以看出，GN-1 的最适生长温度范围为 31～
37℃，最适生长温度为 34℃。

2.4.2 选育酵母最适生长 pH 值

将酵母菌 GN-1 接入不同 pH 值的麦芽汁培养基中

培养，测定其生长曲线，结果见图 2。 由图 2 可以看出，
GN-1 的最适生长 pH 值范围为 4.0～6.0, 说明其具有耐

受苹果浆天然 pH 值的特性， 是适宜苹果白兰地发酵的

菌株。
2.4.3 选育酵母生长曲线

按 1.2.3.3 测定方法对选育菌株进行培养，制作该菌

株的生长曲线，结果见图 3。
由图 3 可以看出，GN-1 在 2 h 后进入对数期， 菌量

增加迅速，14 h 后进入稳定期，菌体数量基本稳定。因此，
在发酵生产接入菌种时，应该选择培养 14 h 后的种子液

接入果浆。
由以上 GN-1 生长特性研究结果可知，用麦芽汁培

养基制备种子液时， 控制培养基 pH 值为 5.0 左右，在

34℃下摇瓶培养 12～16 h 后即可。

3 讨论

从自然发酵的苹果浆中分离得到 1 株酵母， 命名为

GN-1。 该酵母菌株在 YPD 中起酵较快，发酵能力强，产

酒精度高。该酵母的最适生长温度为 34℃，最适生长 pH
值为 4.0～6.0。 可耐受 16 %vol 乙醇，可耐糖为 750 g/L，
是一株优良的苹果白兰地酿造酵母。
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图 1 GN-1的生长温度曲线

图 3 GN-1的生长曲线

图 2 GN-1的生长 pH值曲线
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